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(54) Bezeichnung: IN VITRO VERFAHREN ZUR ERKENNUNG UND DIAGNOSTIK AKUTER KORONARER SYNDROME 
(57) Abstract 

The invention relates to an in-vitro method for detecting 
acute coronary syndromes, especially of the acute myocardial 
infarction, by determining and assessing the content of 
choline, choline and/or trimethyl ammonium derivatives, 
selected from the group which comprises phosphorylcholine, 
plasmalogens and lysoplasmenylcholine, and/or from the 
reaction products thereof, selected from the group which 
comprises l-O-alk-r-enyl-2-substituted glycerol and 
l-O-alk-r-enyl-2-substituted glycerol phosphate, in body 
fluids or body parts. The inventive method comprises 
the following steps: withdrawing a sample of a suitable 
body fluid or of a body part, determining the content of 
choline, choline and/or trimethyl ammonium derivatives, 
selected from the group which comprises phosphorylcholine, 
plasmalogens and lysoplasmenylcholine, and/or from 
the reaction products thereof, selected from the group 
which comprises l-O-atk-r-^nyl-2-substituted glycerol 

and l-O-alk-r-enyl-2-substituted glycerol phosphate, 

using a suited determination method (nuclear magnetic 
resonance methods, biochemical, enzymatic, immunological, 
clinicochemical, chromatographic, mass spectrometric, 
electrochemical, photometric methods or other methods); and assessing the measured results while taking a limiting value into consideration 
in order to detect or diagnose acute coronary syndromes, especially of an acute myocardial infarction. 




# 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein in vitro Verfahren zur Erkennung akuter koronarer Syndrome, insbesondere des akuten Myokardinfarktes, 
durch die Bestimmung und Bewertung des Gehaltes von Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, ausgewahlt aus 
der Gruppe, die Phosphorylcholin, Piasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, und/oder ihren Reaktionsprodukten, ausgewahlt 
aus der Gruppe, die l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerol und l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerolphosphat umfaBt, in 
Korperfiussigkeiten oder Korperbestandteilen, welches folgende Schritte umfaBt: Entnahme einer Probe einer geeigneten Korperfliissigkeit 
oder eines Korperbestandteils, Bestimmung des Gehaltes von Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, ausgewahlt 
aus der Gruppe, die Phosphorylcholin, Piasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, und/oder ihren Reaktionsprodukten, ausgewahlt 
aus der Gruppe, die l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerol und l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerolphosphat umfaBt, mit 
einer geeigneten Bestimmungsmethode (Kemspinresonanz-Methoden, biochemische, enzymatische, immunologische, klinisch-<;hemi'sche, 
chromatographische, massenspektrometrische, elektrochemische, photometrische Methoden oder andere Methoden); und Bewertung der 
MeBergebnisse unter Beriicksichtigung eines Grenzwertes zur Erkennung bzw. zum AusschluB akuter koronarer Syndrome, insbesondere 
eines akuten Myokardinfarktes. 
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In vitro Verfahren zur Erkennung und Diagnostik 
10 akuter koronarer Syndrome 



Die Erfindung betrifft ein in vitro Verfahren zur Erkennung und Diagnostik akuter koronarer 
15 Syndrome, insbesondere des akuten Myokardinfarktes (AMI), beim Menschen. 

Akute koronare Syndrome umfassen die Krankheitsbilder des akuten Myokardinfarktes 
(AMI) und der instabilen Angina pectoris, welche durch die WHO-Klassifikation des AMI 
und die Braunwald-Klassifikation der instabilen Angina pectoris definiert werden (Gillum 

20 R.F. et aL 1984, Am Heart J 108: 150-158; Brata)wald E. et al. 1994, Circulation 90: 613- 
622). Akute koronare Syndrome stellen einen haufigen und lebensbedrohlichen Erkrankungs- 
komplex dar, bei dem die frtihzeitige sichere Diagnose und Therapie entscheidend fixr das 
Uberleben des Patienten sein kann. Dies trifft besonders auf den akuten Myokardinfarkt zu, 
bei dem eine Verzogerung der richtigen Diagnose und Therapie schwerwiegende Folgen fur 

25 den Patienten hat. Bekannte Methoden zum Diagnostizieren eines Myokardinfarktes sind das 
Elektrokardiogramm und die Bestimmung verschiedener Labor-Marker. Das Elektrokardio- 
gramm und die bisher bekannten Labor-Marker haben in der Friihphase des akuten Myo- 
kardinfarktes eine zu geringe Sensitivitat, urn bei einer Mehrheit der Patienten die Diagnose 
stellen zu konnen. So liegt die Sensitivitat von infarkt-typischen Veranderungen im EKG (ST- 

30 Hebungen) bei 46 % (Rude, R.E. et al. 1983, Am J Cardiol 52:936-942). Die Sensitivitat der 
Labor-Marker Creatinkinase (CK)-Aktivitat, CK-MB-Aktivitat, CK-MB-Masse, der CK-MB- 
Isoformen, von Myoglobin und kardialen Troponinen liegt in den ersten 2 Stunden nach 
Schmerzbeginn zwischen 11-29 % (Mair, J. et al. 1994, Mitteilungen der Deutschen Gesell- 
schaft fur Klinische Chemie 25: 1-6). Die begrenzte diagnostische Brauchbarkeit der be- 

35 kannten Verfahren in der Friihphase des akuten Myokardinfarktes verursacht eine Reihe von 
klinischen Problemen wie die Gefahr von Fehldiagnosen, die Durchfuhrung nicht-indizierter 
Therapien und die VerzOgerung lebensrettender Therapien. 
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Bei der instabilen Angina pectoris konnen Risikopatienten durch die Bestimmung der kar- 
dialen Troponine relativ zuverlassig erkannt werden, die langsame Freisetzungskinetik be- 
dingt aber, dafi es auch hier in der Friihphase zu falsch-negativen BefUnden kommt. Dies ist 
problematisch, weil diese Patienten eine ahnlich schlechte Prognose wie Patienten mit AMI 
5 haben konnen und eine rasche und gezielte antiischamische Therapie benotigen. Es besteht 
daher ein erheblicher Bedarf an Verfahren, die eine zuverlassige und fruhzeitige Erkennung 
akuter koronarer Syndrome, insbesondere des akuten Myokardinfarktes, ermoglichen. 



Die Erfmdung hat daher zur Aufgabe, eine Methode anzugeben, welche die fruhzeitige Er- 
10 kennung akuter koronarer Syndrome ermoglicht und somit die Diagnose und Therapie der 
erkrankten Patienten verbessert. 



Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren mit den Merkmalen von Anspruch 1 gelost. Bei dem 
erfindungsgemaBen Verfahren zur Erkennung akuter koronarer Syndrome, insbesondere des 
15 akuten Myokardinfarktes, wird der Gehalt von Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammo- 
nium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, die Phosphorylcholin, Plasmalogene und Ly- 
soplasmenylcholin umfaBt, in Korperflussigkeiten oder Korperbestandteilen, die einem Pa- 
tienten entnommen wurden, bestimmt und bewertet. 



20 



Cholin, Cholin- und Trimethylammonium-Derivate, ausgewahlt aus der Gruppe, die Phos- 
phorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, sind Molekule des Lipidstoff- 
wechsels und werden im folgenden zusammenfassend als "CCTD " bezeichnet. CCTD ha- 
ben folgende chemische Formeln: 



25 



30 



Cholin: 



CH 3 ~" 
i 

H 3 C — N< +) — CH 2 — CH 2 — OH 
I 

CH 3 



OH ( " } (Formell) 
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Cholin-Derivate: 



CH 3 
I 

H 3 C — N< +) — CH 2 — CH 2 — O — Rl 
CH 3 



(Formel 2) 



Rl = Rest 1 
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CH 3 



Trimethylammonium-Derivate: H 3 C — N* +) — R2 



(Formel 3) 



5 



CH 3 



R2 = Rest 2 



Rl und R2 stellen bestimmte chemische Substituenten dar, die die Substanzgruppe, die Phos- 
10 phorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, charakterisieren. Plasma- 
logene und Lysoplasmenylcholin enthalten in diesen Molekul-Anteilen eine Alkenyl-Gruppe. 

Die Formel 1 zeigt, daB Cholin [2-Hydroxyethyl]trimethylammonium mit seinem Gegenion 
darstellt. Formel 2 zeigt die allgemeine chemische Formel fur Cholin-Derivate und Formel 3 
15 stellt die allgemeine Formel fur Trimethylammonium-Derivate wie Phosphorylcholin und 
Plasmalogene wie Plasmenylcholin und Lysoplasmenylcholin dar. Die negative Ladling kann 
sich im gleichen Molekul oder in einem Gegenion befinden. Die Mehrzahl der CCTD sind 
entweder Bestandteile von Phospholipiden, welche Bausteine von biologischen Membranen 
darstellen oder eng mit dem Stoffwechsel der Phospholipide verbunden sind. Herzmuskelzel- 



20 len sind besonders reich an Plasmenylcholinen, welche cholinhaltige Phospholipide darstel- 
len, die eine charakteristische Alkenyl-Gruppe im Molekul besitzen. Plasmenylcholine sind 
zudem Bestandteile von Membranen der Mitochondrien, die einen bedeutsamen Teil der 
Myokardmasse ausmachen. Die Aktivierung von verschiedenen myokardialen Phospholipa- 
sen in der Friihphase des akuten Myokardinfarktes sowie die Storungen des Lipidstoffwech- 

25 sels bei schwerer Myokardischamie fiihren entsprechend den Ergebnissen der Anmelder zu 
einer ausgepragten Freisetzung von Cholin, Cholin-Derivaten und der chemisch verwandten 
Trimethylammonium-Derivate, wie Phosphorylcholin, Plasmalogenen oder Lysoplas- 
menylcholin, und verursachen eine Zunahme der Konzentration der CCTD in bestimmten 
Korperflussigkeiten und Korperbestandteilen. Inwieweit nicht-myozytare Elemente ein- 

30 schlieQlich der Endothel- und glatten GefaBmuskelzellen daran beteiligt sind, ist nicht be- 
kannt. Die chemische Verwandtheit von Cholin, Cholin-Derivaten und Trimethylammonium- 
Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, die Phosphorylcholin, Plasmalogene und Lysoplas- 
menylcholin umfaBt, und ihr gleichartiges Verhalten bei pathophysiologischen Prozessen, d.h. 
die sehr friihzeitige Freisetzung aus dem Herzen durch die ischamische Membrandestruktion, 

35 begriindet die zusammenfassende Betrachtungsweise als CCTD. 
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Die moglichen Unterschiede der einzelnen CCTD treten vor der entscheidenden Gemein- 
samkeit einer sehr raschem myokardialen Freisetzung bei akuten koronaren Syndromen in 
den Hintergrund, zumal diese Gemeinsamkeit entscheidend fur das erfindungswesentliche 
Merkmal des Verfahrens bei der Friihdiagnostik in den ersten Stunden nach Schmerzbeginn 
5 ist. 

Die diagnostische Nutzung der Freisetzung von Cholin, Cholin-Derivaten und Trime- 
thylammonium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe die Phosphorylcholin, Plasmalogene 
und Lysoplasmenylcholin umfaBt, zur Erkennung akuter koronarer Syndrome und des akuten 

10 Myokardinfarktes beim Menschen ist bisher noch nicht beschrieben worden. Bekannt ist le- 
diglich, daC bei experimentellen Versuchsanordnungen in der Friihphase der Myo- 
kardischamie ein Anstieg von Lysophosphoglyceriden (z.B. Lysophosphatidylcholin) im 
Myokard sowie im venosen und lymphatischen Effluat zu beobachten ist (Corr P.B. et al. 
1987, J Mol Cell Cardiol 19: 34-53; Snyder D.W. 1981, Am J Physiol 241: H700-H707; 

15 Akita H. et aL 1986, J Clin Invest 78: 271-280). Dabei wurde aber in keiner Publikation ein 
Verfahren fur die Bewertung des Gehaltes von Cholin, Cholin-Derivaten und Trimethylam- 
monium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe die Phosphorylcholin, Plasmalogene und Ly- 
soplasmenylcholin umfaBt, in Korperflussigkeiten fur die Diagnose eines akuten koronaren 
Syndroms bzw. eines akuten Myokardinfarktes beim Menschen eingesetzt. Hintergrund der 

20 genannten Publikationen ist vielmehr die Beobachtung, daB Lysophosphatidylcholin offenbar 
proarrhythmische Effekte hat und daB Medikamente, die einen Anti-Lysophosphatidylcholin- 
Effekt haben, moglicherweise sinnvolle Therapeutika sein konnten. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Cholin, Cholin- und/oder Trime- 
25 thylammonium-Derivaten, wie Phosphorylcholin, Plasmalogenen und Lysoplasmenylcholin 
und oder bestimmten Reaktionsprodukten zur Friihdiagnostik akuter koronarer Syndrome. 
Dabei muB zwischen nicht-erfindungsgemafien Diacyl-Phosphatidylcholinen und erfindungs- 
gemaBen Plasmenylcholinen unterschieden werden. In der gleichen Weise mussen die nicht- 
erfindungsgemaBen Lysophosphatidylcholine mit einer Acyl-Gruppe im Molekui von den 
30 erfindungsgemaBen Lysoplasmenylcholinen mit einer Alkenyl-Gruppe im Molekui unter- 
schieden werden. Unspezifische Bestimmungsverfahren, die die erfindungsgemaBen Substan- 
zen nicht von anderen Phospholipiden oder ihren Bestandteilen differenzieren, weisen nicht 
die Merkmale des erfindungsgemaBen Verfahrens auf, die fur die Friihdiagnostik von akuten 
koronaren Syndromen wesentlich sind, und konnen daher mit dem Verfahren nicht gleichge- 
35 stellt werden. 
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So zeigen unspezifische Bestimmungsverfahren der Gesamtgruppe von Plasma-, Serum- oder 
Vollblut-Phospholipiden oder Lysophosphatidylcholinen nicht die Charakteristiken des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens bei der Friihdiagnostik akuter koronarer Syndrome. Diese in der 
Literatur beschriebenen unspezifischen Verfahren von Phospholipiden messen im Blut im 
5 wesentlichen hepatische Phospholipid^ die eben gerade nicht die erfindungsgemaBen Plas- 
menylcholine und Lysoplasmenylcholine enthalten, sondem zu einem ganz iiberwiegenden 
Teil Cholin-Phospholipide ohne Alkenyi-Gruppe, z.B. Diacyl-Phosphatidylcholin, beinhalten. 
Da diese nicht erfindungsgemaBen Bestimmungsverfahren also gerade nicht die Substanzen 
spezifisch messen, die bei akuten koronaren Syndromen aus dem Herzen ins Blut freigesetzt 

10 werden, besitzen Sie auch nicht die Merkmale des erfindungsgemaBen Verfahrens. Mit den 
nicht-erfindungsgemafien Bestimmungsverfahren von Phospholipiden werden beim Myo- 
kardinfarkt so entweder gar keine signifikanten Veranderungen oder sogar Konzentrations- 
verminderungen gemessen, was verdeutlicht, daB diese Verfahren eine Freisetzung von Sub- 
stanzen aus dem Herzen mit einer entsprechenden Konzentrationszunahme im Blut nicht er- 

15 fassen. Bei der Bestimmung der gesamten Gruppe von Lysolecithinen miBt man beispielswei- 
se beim akuten Myokardinfarkt haufig eine Konzentrationsabnahme, da es im Rahmen der 
unspezifischen akuten Phase Reaktion zu einer verminderten Bildung verschiedener Acyl- 
Lysophosphatidylcholine durch eine Reduktion def Aktivitat der Lecithin-Cholesterol-Acyl- 
Transferase (LCAT) kommt. Messungen mit unspezifischen Bestimmungsverfahren von 

20 Phospholipiden fiihren also haufig sogar zu entgegengesetzten Ergebnissen und SchluBfolge- 
rungen, die fur das erfindungsgemafle Verfahren nicht zutreffen. 

Dabei laflt sich das erfindungsgemaBe Verfahren mit verschiedenen analytischen Techniken 
durchfiihren, solange die erfindungsgemaBen Substanzen ausreichend spezifisch bestimmt 
werden konnen. So ist z.B. eine NMR-Spektroskopie, nach praanalytischer Zentrifugalultra- 

25 filtration der Probe und Entfernung protein-gebundener schlecht loslicher Diacyl-Phospha- 
tidylcholine moglich. Ebenso konnen chromatographische, biochemische oder immunologic 
sche Bestimmungs-Techniken oder andere Methoden angewendet werden. Dabei kann das 
analytische Vorgehen in Anlehnung an publizierte Bestimmungsmethoden, wie z.B. bioche- 
mische bzw. enzymatische Methoden (Takayama, M. et al. 1977, Clin Chim Acta 79: 93-98), 

30 Hochleistungs-FlUssigkeits-Chromatographie (HPLC) (Brouwers, J.F.H. et al. 1998, J Lipid 
Res 39: 344-353; Potter, P. et al. 1983, J Neurochem 41: 188-94) sowie Gaschromatographie 
und/oder Massenspektrometrie (Myher, J.J. et al. 1989, Lipids 24: 396-407; Pomfret, A. et al. 
1989, Anal Biochem 180: 85) oder immunologische Methoden (Smal, M.A. et al 1991, Lipids 
26: 1130-1135; Baldo, B.A. et al 1991, Lipids 26: 1136-1139) vorgenommen werden. Uber- 
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sichten zur Analytik von Phospholipiden wurden von Olsson publiziert (Olsson, N.U. et al.). 
Auf diese Veroffentlichungen wird Bezug genommen. 



Bei erfmdungsgemaBen biochemischen Methoden werden beispielsweise durch Hinzugabe 
5 von Reagenzien (z. B. Enzymen) chemische Reaktionen bzw. Reaktionsprodukte erzeugt, die 
dann die Detektion und Messung der Gesamtgruppe, einer Subgruppe oder Subspezies der 
CCTD ermoglichen (siehe Anwendungsbeispiele). 

Bei erfmdungsgemaBen immunologischen Methoden werden beispielsweise durch den Ein- 
10 satz von immunologischen Reagenzien (z. B. Antikorpern), in der Regel in Kombination mit 
weiteren chemischen und/oder immunologischen Reagenzien, Reaktionen bzw. Reaktions- 
produkte erzeugt, die dann die Detektion und Messung der Gesamtgruppe, einer Subgruppe 
oder Subspezies der CCTD ermoglichen (siehe Anwendungsbeispiele). 

15 Bei erfmdungsgemaBen chromatographischen Methoden wird beispielsweise, nach Vorberei- 
tung der Probe, eine Stofftrennung durch die Verteilung zwischen einer ruhenden (stationa- 
ren) und einer sich bewegenden (mobilen) Phase mit entsprechenden qualitativen und quanti- 
tativen Aussagen zu CCTD durchgefuhrt (siehe Anwendungsbeispiele). 

Fur jedes analytische Verfahren von CCTD und ihren Reaktionsprodukten sollte berucksich- 
20 tigt werden, daB einige CCTD Einzelschichten, Doppelschichten, Membranen, Mizellen 
und/oder Vesikel bilden konnen, und daB diese Phanomene bedeutsam fur die Analytik sein 
konnen. 

Je nach gewahlter Bestimmungstechnik sind quantitative Aussagen zu einzelnen, bestimmten 
Gruppen oder der gesamten Gruppe der erfindungsgemaB bestimmten Substanzen in dem 
25 Verfahren moglich. Die genannten Druckschriften werden durch Bezugnahme in die vorlie- 
gende Anmeldung aufgenommen. 

Bei der kardialen Freisetzung von CCTD im Rahmen der ischamischen Membrandestruktion 
von Herzmuskelzellen sind bestimmte aktivierte Phospholipasen von Bedeutung. Diese Phos- 

30 pholipasen spalten Phospholipide auf, so daB neben CCTD auch einfache Reaktionsprodukte 
entstehen, die zwar keine Trimethylammonium-Gruppe tragen, aber in gleicher Weise freige- 
setzt werden. Da diese einfachen Reaktionsprodukte der CCTD Teil eines gemeinsamen Frei- 
setzungsmechanismus sind, ist das Verfahren auch durch die Bestimmung solcher einfachen 
Reaktionsprodukte moglich. Neben der Phospholipase A 2 , die u.a. zur Freisetzung von dem 

35 genannten Lysopiasmenylcholin betragt, sind weitere wichtige Enzyme dieser Gruppe die 
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Phospholipasen C und D, die die Esterbindung zwischen der Hydroxy-Gruppe am 3-sn-C- 
Atom des Glycerols und dem Phosphorylcholin (Phospholipase C) oder die Bindung zwi- 
schen der Phosphorylgruppe des 1 ,2-substituierten Glycerolphosphats und dem mit der Phos- 
phorylgruppe veresterten Cholin angreift (Phospholipase D). Reaktionsprodukte der Aktivitat 
5 dieser beiden Phospholipasen in Einwirkung auf die Plasmalogene sind demzufolge 1-O-Alk- 
l'-enyl-2-substituiertes Glycerol (durch Phospholipase C) bzw. l-0-Alk-l'-enyl-2- 
substituiertes Glycerolphosphat (durch Phospholipase D). Diese Reaktionsprodukte werden 
zusammen mit Cholin bzw. Phosphorylcholin frei, wenn die genannten Phospholipasen auf 
Plasmenylcholine einwirken. Somit kann das erfindungsgemafie Verfahren zur Friihdiagno- 

10 stik akuter koronarer Syndrome durch die Bestimmung von Cholin, Cholin- und/oder Trime- 
thylammonium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, die Phosphorylcholin, Plasmalogene 
und Lysoplasmenylcholin umfaBt, und/oder deren Reaktionsprodukte, ausgewahlt aus der 
Gruppe die l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerol und l-0-Alk-l c -enyl-2-substituiertes 
Glycerolphosphat umfaBt, durchgefuhrt werden. 

15 Neben der gesteigerten Aktivitat von Phospholipasen konnen folgende weitere Vorgange ur- 
sachlich fur den Anstieg von CCTD und ihren Reaktionsprodukten sein: Verminderter Abbau 
und/oder gesteigerte Synthese von CCTD und ihren Reaktionsprodukten (mit entsprechenden 
Anderungen der dafiir verantwortlichen Enzyme) ufid die Freisetzung aus zellularen Kompar- 
timenten und Membranen durch sonstige Faktoren (mechanische Faktoren, Zellschwellung 

20 und andere Phanomene der myozytaren Schadigung.) 

Die Erfindung wird an folgenden Ausfiihrungsbeispielen erlautert. 

Fig. 1 zeigt ein 'H-NMR-Spektrum einer Blutprobe eines Patienten; 

25 Fig. 2 zeigt vergroBerte Ausschhitte von zur Figur 1 analogen Spektren bei einem Patienten 
mit akutem Myokardinfarkt (A) und bei einem Patienten ohne akuten Myokardinfarkt (B). 
Analoge Erhohungen der Flache von ]Sr(CH3) 3 -Singuletts der CCTD konnen bei Patienten mit 
akutem Myokardinfarkt beobachtet werden. 

30 Fig. 3. zeigt die Daten zur diagnostischen Wertigkeit von CCTD fur die Diagnose eines aku- 
ten Myokardinfarktes im gesamten Priifzeitraum; 

Fig. 4. zeigt die Daten zur diagnostischen Wertigkeit von CCTD fur die Diagnose eines aku- 
ten Myokardinfarktes in der Friihphase des AMI (0 bis 6 Stunden); 

35 
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Fig. 5. zeigt die Daten zur diagnostischen Wertigkeit von CCTD fur die Diagnose eines aku- 
ten Myokardinfarktes in der Friihphase des AMI (0 bis 3 Stunden); und 



Fig. 6. zeigt die Daten zur diagnostischen Wertigkeit von CCTD fur die Diagnose eines aku- 
ten Myokardinfarktes in der Spatphase des AMI (7 bis 35 Stunden). 

Auswahl und Entnahme einer geeigneten Probe einer Korperfliissigkeit* 

Fur die Durchfuhrung des Verfahrens ist die Entnahme einer Probe einer Korperfliissigkeit 
notwendig. Dabei ist die diagnostische Wertigkeit des Verfahrens abhangig von der ge- 
wahlten Korperfliissigkeit. Die Durchfuhrung des Verfahrens ist beispielsweise durch die 
Untersuchung von Blutproben bzw. verarbeiteten Blutproben wie Plasma, Serum oder Voll- 
blut moglich. Neben Blutproben konnen fur das Verfahren auch andere Korperflussigkeiten, 
wie z.B. Ham, untersucht werden. CCTD werden zu einem bestimmten Teil glomerular fil- 
triert und erscheinen daher z.T. auch im Ham. Dabei ist aber im Vergleich zu Untersuchungen 
in Blutproben mit einer zeitlichen Verzogerung von Konzentrationsanderungen zu rechnen, 
was ein Nachteil der Verwendung von Ham darstellt. Zudem laBt sich Ham nicht in jedem 
Fall so unkompliziert und rasch gewinnen wie Blutf was ebenfalls ein Nachteil darstellt. Vor- 
teilhaft bei der Verwendung von Harnproben ist die Tatsache, daB haufig groBere Pro- 
benmengen zur Verfugung stehen und daB durch die Messung einer Konzentration in einer 
Hamprobe, die uber einen groBeren Zeitraum produziert worden ist, auch patho- 
physiologische Vorgange uber ein groBeres Zeitintervall erfaBt werden konnen. Dennoch ist 
aus den genannten Griinden ftir die Durchfuhrung des Verfahrens die Verwendung von Blut- 
proben bzw. verarbeiteten Blutproben sinnvoll. Die Bestimmung in anderen Korper- 
bestandteilen und Korperflussigkeiten, wie Gewebeproben, Lymphe oder Kapillarblut kann 
sinnvoll sein. Bei der Probenabnahme sollten weitere Punkte beriicksichtigt werden. Die exo- 
gene Zufuhr groBerer Mengen von Cholin, Cholin-Derivaten oder Trimethylammonium- 
Derivaten vor der Probenabnahme sollte ausgeschlossen werden. AuBerdem sollte fur die 
Friiherkennung akuter koronarer Syndrome die Probenabnahme auch so friih wie moglich er- 
folgen und gegebenenfalls periodisch wiederholt werden. 
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Das erfmdungsgemaBe Diagnostizier- und Bewertungsverfahren ist weitgehend unabhangig 
von der Bestimmungsmethode, solange eine ausreichende Spezifitat fur einzelne, eine Unter- 
gruppe oder alle der erfindungsgemaB bestimmten Substanzen besteht. Die erfindungsgemaB 
bestimmten Substanzen sind Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivate, aus- 
gewahlt aus der Gruppe, die Phosphorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin um- 
faBt, sowie bestimmte einfache Reaktionsprodukte der CCTD, ausgewahlt aus der Gruppe, die 
l-0-Alk-l'-enyl-2-substituiertes Glycerol und l-0-Alk-l'-enyl-2-substituiertes Glycerol- 
phosphat umfaBt. Als ein Ausfuhrungsbeispiel wurde die ^-NMR-Spektroskopie gewahlt, 
die als primares MeBverfahren auch zur Validierung verwendet werden kann. Neben Kern- 
spinresonanz(>[MR)-Methoden konnen auch biochemische, enzymatische, immunologische, 
klinisch-chemische, chromatographische, massenspektrometrische, elektrochemische, photo- 
metrische Methoden oder andere Methoden eingesetzt werden, solange mit hoher Selektivitat 
kardial freigesetzte CCTD (bzw. deren einfache Reaktionsprodukte) bei Patienten mit Ver- 
dacht auf akute koronare Syndrome bestimmt werden. 

Klinisch-chemische oder andere Methoden jsowie £chnelltests zur Bestimmung von CCTD 
sollten vor ihrer Anwendung auf ihre analytische Qualitat uberpriift und validiert werden. Fur 
die Anwendung zur Diagnostik von akuten koronaren Syndromen sollten dabei moglichst nur 
solche Methoden eingesetzt werden, die sich im Vergleich zur ^-NMR-Spektroskopie dia- 
gnostisch als weitgehend gleichwertig oder uberlegen erweisen. Die im folgenden genannten 
methodischen Ausfiihrungen stellen Beispiele dar; d.h. qualitativ oder quantitativ andere 
Chemikalien, Losungen, Reagenzien und Gerate konnen eingesetzt werden, wenn damit ver- 
gleichbare Ergebnisse erzielt werden. GrundsStzlich reicht fur die Durchfuhrung des Verfah- 
rens die Anwendxmg einer validen Meflmethode fiir CCTD in einer geeigneten Kor- 
perflussigkeit. 

Ausfuhrungsbeispiel: Bestimmung von CCTD mittels ^-NMR-Spektroskopie 

Probenvorbereitung 

• Abnahme von 10 ml Blut 

Verarbeitung der Blutprobe je nach gewahltem Probenmaterial (Serum, Plasma oder Voll- 
blut) 
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• Zentrifugalultrafiltration von 4 ml Probenmaterial uber einen 10-kD-Filter (z.B. Ultrafree- 
4 BIO; Millipore) 

• Pipettieren von 600 fal Ultrafiltrat in ein 5-mm-NMR-R6hrchen (z.B. 527-PP-7, Willmad, 
-Buena, USA) 

• Pipettieren von 100 einer 3,5-mM-d4-TSP-D 2 0- Losung als Konzentrationsstandard auf 
ein Probevolumen von 700 fil (TSP = Natrium-Salz der Trimethyl-Silylpropion-Saure) 

• pH-Messung im 5-mm-NMR-R6hrchen (z.B. 3-mm-Minitrode, Hamilton) unmittelbar pra- 
oder postanalytisch 

Hochaufldsende 1 H-NMR-Spektroskopie 

Die ^-NMR-Spektren werden beispielsweise an einem 600 MHz-Spektrometer (z.B. Bruker 
AMX 600) unter folgenden Bedingungen aufgenommen: 

• Single-Pulse-Technik 

• Wasserunterdruckung mit der Vorsattigungstechnik 

• 30-90° RF-Impuls 

• 5-15 sec Pulsrepetitionszeit 

• 64-128 Scans pro Probe 

Die ^-chemischen Verschiebungen werden auf TSPi intern bezogen. Die Charakterisierung 
von CH-, CH 2 - und CH 3 - Gruppen sowie weiterer protonentragender Gruppen bekannter Sub- 
stanzen wird anhand publizierter 'H-Shift-Daten vorgenommen. Zusatzlich konnen Protonen- 
resonanzen in unabhangigen Untersuchungen durch Addition von gereinigten Substanzen 
zugeordnet werden. Die Konzentrationsbestimmung einzelner Substanzen wird durch Be- 
stimmung der Integrale der entsprechenden Protonenresonanzen und des TSPi-Kon- 
zentrationsstandards unter Beriicksichtigung der jeweiligen Protonenanzahl und des Ver- 
dunnungsfaktors vorgenommen. Dabei wird die quantitative Auswertung der Spektren nach 
folgender Formel durchgefiihrt: 

Ctsp Am A^tsp 

Cm = Fd (Formel 4) 

^TSP N M 

Cm = Konzentration des Metaboliten (M) 
Ctsp = Konzentration des Konzentrationsstandards 
Am ~ Integral unterhalb des Peak of Interest (M) 

10 
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^tsp = Integral des Konzentrationsstandards 

F d = Verdunnungsfaktor durch die Hinzugabe des Konzentrationsstandards 

NtA = Anzahl der M - Protonen 

TVtsp" Protonenanzahl des Konzentrationsstandards 

Die Methodik wurde von den Anmeldern ftir die Bestimmung von niedrig-molekularen Sub- 
stanzen validiert und korreliert mit einem Korrelationskoeffizienten von r=tf.998 mit enzyma- 
tischen Methoden. Fig. 1 zeigt ein ^-NMR-Spektrum eines Patienten. Das typische Singulett 
der >T(CH3)3-Gruppe von Cholin, Cholin-Derivaten und Trimethylammonium-Derivaten ist 
in den ^-NMR-Spektren in der Regel in einem Bereich zwischen 2,5-4,5 ppm nachweisbar. 
Veranderungen der Protonen-Resonanzen sind durch verschiedene praanalytische Einflusse, 
wie durch den pH moglich, die theoretisch zu Verschiebungen, Aufspaltungen und Uberlage- 
rungen fuhren konnen und daher bei der Auswertung beriicksichtigt werden mttssen. Es ist 
sinnvoll, die chemischen Verschiebungen der CCTD-Protonenresonanzen ftir die gewahlten 
Untersuchungsbedingungen der NMR-Analytik in seperaten Untersuchungsreihen genau zu 
bestimmen. Das N + (CH 3 ) 3 -Singulett eignet sich besonders ftir die Quantifizierung, weil es 
neun aquivalente Protonen reprasentiert. Ein N + (CH 3 )3-Singulett mit dem typischen Befund 
beim akuten Myokardinfarkt ist in Fig. 2 dargestellt! Die Konzentration von CCTD wird ent- 
sprechend der oben genannten Methode bestimmt. Die NMR-Spektroskopie bietet die Mog- 
lichkeit, z.B. durch Variation der Analytik und Auswertung, die Gesamtgruppe, eine Sub- 
gruppe oder Subspezies der CCTD zu bestimmen, wahrend erfindungsgemafie immimologi- 
sche oder biochemische Methoden haufig eine Subgruppe oder Subspezies der CCTD be- 
stimmen. Weitere Ausfuhrungsbeispiele des erfindungsgemaBen Verfahrens sind durch den 
Einsatz anderer CCTD-Bestimmungsmethoden als der NMR»Spektroskopie moglich. Bei 
erfindungsgemaBen biochemischen Methoden werden beispielsweise durch Hinzugabe von 
Reagenzien (z. B. Enzymen) chemische Reatkionen bzw. Reaktionsprodukte erzeugt, die 
dann die Detektion und Messung der Gesamtgruppe, einer Subgruppe oder Subspezies der 
CCTD ermoglichen. Eine solche Ausfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens kann z. B. 
durch eine Modifikation der von Takayama publizierten Methode durchgefuhrt werden (Ta- 
kayama, M. et al., 1977, Clin. Chim. Acta 79:93-98). Die Bestimmung von Cholin erfolgt 
dabei iiber eine Oxidation von Cholin mittels einer Cholinoxidase, wobei als Reaktionspro- 
dukte Betain und Wasserstoffperoxid (H 2 0 2 ) anfallen. Die Bildung von Wasserstoffperoxid 
(H 2 0 2 ) wird durch eine Farbreaktion, z. B. durch eine Kopplung von 4-Aminoantiporin und 
Phenol in Anwesenheit einer Peroxidase, nachgewiesen, und die Konzentration wird durch 
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die Messung der Absorption bei 500 ran in einem kalibrierten UV-Spektrophotometer gegen 
die Blindprobe ermittelt. 



Em ahnliches, aber nicht-erfmdungsgemaBes Verfahren kann auch fur die Bestimmung der 
Gesamtgruppe von Cholin-Phospholipiden eingesetzt werden, wobei bei Verwendung einer 
unspezifischen Phospholipase D ohne Vorschalten eines weiteren Trennverfahrens die Me- 
thode nicht die erfindungswesentlichen Merkmale aufweist, da auch die grofie Gruppe von 
nicht-erfindungsgemaBen Diacyl-Phospholipiden mitgemessen wird. Die Spezifitat der in der 
Analytik eingesetzten Phospholipase bzw. das Vorhandensein eines vorgeschalteten Trenn- 
verfahrens entscheidet ttber die Spezifitat bzw. die Art der analysierten Substanzen. Wird eine 
unspezifische Phospholipase D eingesetzt und kein weiteres Trennverfahren vorgeschaltet, 
dann wird die unspezifische Gesamtgruppe von Cholin-Phospholipiden gemessen, so daB die 
erfindungswesentlichen Merkmale des Verfahrens nicht erfixllt sind. Wird eine spezifische 
Phospholipase D oder eine spezifische Lysophospholipase D eingesetzt, mit einer Sub- 
stratspezifitat fur die erfmdungsgemaBen Plasmenylcholine und/oder Lysoplasmenylcholine, 
ist eine erfmdungsgemaBe Ausfuhrung des Verfahrens moglich, da erfindungsgemafie Sub- 
stanzen dann spezifisch gemessen werden. Die Anwendung dieser Plasmalogen-spezifischen 
Phospholipasen bzw. Lysophospholipasen fur die Analytik von CCTD ist bisher nicht publi- 
ziert worden, insbesondere nicht in der erfmdungsgemaBen diagnostischen Anwendung bei 
akuten koronaren Syndromen. Wird vor dem Einsatz von Phospholipasen die Probe speziell 
aufbereitet (z.B. durch chromatographische Trennverfahren, Filtration oder Anreicherungs- 
verfahren), so daB nicht-erfindungsgemaBe Phospholipide, insbesondere Diacyl- 
Phospholipide, die aus der Leber stammen, entfernt wurden, spielt die Substratspezifitat der 
verwendeten Phospholipase bzw. Lysophospholipase selbstverstandlich keine so herausra- 
gende Rolle mehr, und die Spezifitat des Verfahrens wird durch die vorgeschalteten Trennver- 
fahren determiniert. Das Weglassen jeglicher Phospholipasen bzw. Lysophospholipasen fuhrt 
im Ablauf der oben genannten Analytik zur Bestimmung von Cholin, was in der Anwendung 
bei der Diagnostik von akuten koronaren Syndromen ebenso eine erfindungsgemafie Durch- 
fuhrung des Verfahrens darstellt. Die Bestimmung von Cholin kann auch mit einer einfachen 
Fallungsreaktion mit anschliefiender Photometrie durchgefuhrt werden, wobei in jedem Fall 
bei diesen einfachen Ausftthrungen die Spezifitat der Methode fur erfindungsgemafie Sub- 
stanzen genau uberpruft werden sollte. Bei der erfmdungsgemaBen biochemischen Bestim- 
mung von Cholin oder anderen CCTD im Vollblut kann vor der quantitativen Bestimmung 
eine Hamolyse der Erythrozyten, z.B. durch Saponine durchgefuhrt werden. 
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Bei erfindungsgemaBen immunologischen Methoden werden beispielsweise durch den Ein- 
satz von immunologischen Reagenzien (z. B. Antikorpern), in der Regel in Kombination mit 
weiteren chemischen und/oder immunologischen Reagenzien Reaktionen bzw. Reaktionspro- 
dukte erzeugt, die dann die Detektion und Messung der Gesamtgruppe, einer Subgruppe oder 
5 Subspezies der CCTD ermoglichen. Die Durchfuhrung dieser erfindungsgemaBen immunolo- 
gischen Methoden kann in Anlehnung an die von Smal und Baldo publizierte Methodik vor- 
genommen werden (Smal, M.A. et al 1991, Lipids 26:1130-1135; Baldo, B.'A. et al 1991, Li- 
pids 26; 1136-1139). Auf diese Veroffentlichungen wird Bezug genommen. Dabei wird fur 
die Entwicklung eines erfindungsgemaBen immunologischen Testverfahrens im ersten Schritt 

10 ein CCTD-Immungen hergestellt. Es werden synthetisierte oder hochgereinigte CCTD in sta- 
bile CCTD-Analoge iiberfuhrt und an Proteine (z. B. methyliertes bovines Serumalbumin) 
gebunden. Daraufhin werden Tiere (z. B. Hasen oder Schafe) mit dem CCTD-Protein- 
Konjugat immunisiert und die gebildeten Anti-CCTD-Antikorper isoliert und gereinigt, z. B. 
unter Verwendung einer Affinitatschromatographie. Die Spezifitat der Antikorper fur CCTD 

15 und/oder eine Subgruppe oder Subspezies von CCTD sollte entsprechend ubeipriift werden. 
Die Anti-CCTD-Antikorper konnen schlieBlich mit verschiedenen immunologischen Techni- 
ken zur quantitativen Diagnostik eingesetzt werden. 

Bei Verwendung eines Radioimmunoassays konkurrieren radioaktiv markierte Antigene (z. 
20 B. 125 1-CCTD mit dem Antigen der Probe (CCTD der Probe) um eine im UnterschuB vorlie- 
gende Menge Anti-CCTD-Antikorper im Testansatz. Die Verdrangung der radioaktiv mar- 
kierten CCTD von Anti-CCTD-Antikorpern steht in einer quantitativen Beziehung zur 
CCTD-Konzentration in der Probe, welche nach Erstellung einer Standardkurve und z. B. 
nach Fallung von an AntikSrper gebundenem radioaktiven CCTD bestimmt werden kann. 

25 

Nach einem ahnlichen Prinzip kann ein CCTD-Chemilumineszenz-Immunoassay (CCTD- 
CELIA) zur Bestimmung von CCTD durchgefuhrt werden. CCTD und Luminol-markiertes 
Antigen konkurrieren um eine limitierte Menge Festphase-gebundener Antikorper. Das mefi- 
bare Lichtsignal ist umgekehrt proportional zur CCTD-Konzentration in der Patientenprobe. 

30 

Des weiteren kann die immunologische Bestimmung von CCTD auch durch ein CCTD- 
Fluoreszenz-Polarisations-Immunoassay durchgefuhrt werden. Dabei konkurrieren eine defi- 
nierte Menge Fluorophor markierter CCTD mit den CCTD der Probe um eine im UnterschuB 
vorliegende Menge korrespondierender Anti-CCTD-Antikorper. Registriert wird die Beein- 
35 flussung der Fluorophor-markierten CCTD nach Antikorperbindung. Zur Messung angewen- 
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det wird die Technik der Fluoreszenz-Polarisation, bei der die Anderung des Winkels der po- 
larisierten Fluoreszenzstrahlung, die das Fluorophor nach Anregung emittiert, gemessen wird. 
Liegen die Fluorophor-markierten CCTD an Antikorper gebunden vor, konnen sie sich wenig, 
in,freier Form aber gut im Zeitraum zwischen Absorption und Emission von Strahlung dre- 
5 hen. Die Polarisation ist grofi (Winkelanderung der emittierten Strahlung klein) bei niedriger 
CCTD-Konzentration und klein, (Winkelanderung groB) bei hoher CCTD-Konzentration. 

Die erfindungsgemaBe immunologische Bestimmung von CCTD kann ebenfalls als Sand- 
wich-Assay durchgefuhrt werden, wenn die zu bestimmenden CCTD, bzw. Subgruppen oder 

10 Subspezies von CCTD mindestens zwei verschiedene Epitope aufweisen oder sich durch eine 
spezifische Reaktion in eine Substanz mit mindestens zwei verschiedenen Epitopen uberflih- 
ren laBt. In diesem Fall ist die Durchffihrung eines CCTD-enzyme linked immunoabsorbent 
assay (CCTD-ELISA) moglich. Der Anti-CCTD-Antikorper ist an eine feste Phase, z.B. eine 
Mikrotiterplattenvertiefung, magnetische Partikel, Plastikperlen oder an eine Rohrchenwand 

15 gekoppelt. Wird die entsprechend vorbereitete Probe dazugegeben, binden CCTD der Probe 
an den Antikorper. Die Menge des gebundenen CCTD-Antigens wird durch die Zugabe eines 
markierten Zweitantikorpers ermittelt, der an das CCTD-Antigen unter Bildung eines Sand- 
wich bindet. Je hoher die Konzentration dec gebundenen CCTD, desto groBer ist die Menge 
des im Sandwich gebundenen, z.B. durch einen Enzym-markierten Zweitantikorper. Fur einen 

20 bestimmten CCTD-Konzentrationsbereich besteht eine lineare Beziehung zwischen der 
CCTD-Konzentration und der Enzymaktivitat. 



Ein ahnliches erfindungsgemaBes Bestimmungsverfahren ist das Microbead- 
enzymimmunoassay von CCTD (CCTD-MEIA), bei dem der Anti-CCTD-Antikorper an Mi- 

25 kroperlchen gebunden ist. In einem ersten Schritt wird die Probe mit den Antikorper- 
Mikroperlchen inkubiert, dann wird eine alkalische Phosphatase(AP)-markierter Zweitanti- 
korper hinzugegeben. Es kommt zur Ausbildung eines Sandwich am Mikroperlchen. In einem 
weiteren Schritt wird ein Teil des Reaktionsgemisches auf eine Glasfasermatrix pipettiert, die 
eine hohe Affinitat zu den Mikroperlchen hat und diese bindet. Nach Waschen der Glasfaser- 

30 matrix mit Substratlosung und Entfernung von nicht gebundenem AP-markiertem Zweitanti- 
korper kann die als Sandwich an den Mikroperlchen gebundene AP z.B. vom Substrat Me- 
thylumbelliferrylphosphat die Phosphatgruppe abspalten. Die Fluoreszenz des gebildeten 
Methylumbelliferon wird im Auflicht bei 448 nm gemessen. Die Sandwich-Techniken sind 
fiir kleine Molekule mit nur einem Epitop ungeeignet und lassen sich nur bei CCTD anwen- 

35 den , die ausgewahlt sind aus der Gruppe von CCTD mit mindestens zwei Epitopen bzw. den 
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CCTD, die sich durch eine spezifische chemische Reaktion in analoge Molekule mit minde- 
stens 2 Epitopen iiberftihren lassen. 



Weitere Varianten und Spezifikationen immunologischer CCTD-Bestimmung konnen durch- 
5 geftihrt werden. Dazu zahlen direkte immunoiogische Antigen-Bestimmungen, Bestirnmun- 
gen als losliche Immunkomplexe, indirekte Antigen-Bestimmungen, weitere Antigen- bzw. 
Antikorperbestimmungen durch Markierung eines Reaktionspartners, Liganden- 
Bindungsassays und weitere heterogene und homogene Immunoassays. Im Rahmen der im- 
munologischen CCTD-Bestimmung konnen Trenntechniken wie Adsorption, Fallung, Im- 
10 munfallung und/oder das Festphasenprinzip angewendet werden so wie verschiedene Markie- 
rungstechniken, wie radioaktiver Label (z.B. l25 I), enzymatischer Label (z.B. alkalische Phos- 
phatase, Meerrettichperoxidase, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase), Fluoreszenz-Label 
oder Lumineszenz-Label (z.B.Chemilumineszenz, Biolumineszenz) angewendet werden. Ent- 
scheidendes Kriterium ist die spezifische Bestimmung von CCTD bzw. einer Subgruppe oder 
15 Subspezies von CCTD oder den genannten Reaktionsprodukten und die Anwendung zur Dia- 
gnostik akuter koronarer Syndrome. 

Bei erfindungsgemaBen chromatographischen Medioden zur Bestimmung von CCTD wird 
beispielsweise, nach Vorbereitung der Probe, eine Stofftrennung durch die Verteilung zwi- 

20 schen einer ruhenden (stationaren) und einer sich bewegenden (mobilen) Phase mit entspre- 
chenden qualitativen und quantitativen Aussagen zu CCTD durchgeftihrt. Die erfindungsge- 
mafie Bestimmung von CCTD kann dabei in Anlehnung an die Methode von Brouwers 
durchgeftihrt werden (Brouwers, J.F.H. et al., 1998, J Lipid Res 39: 344-353). Nach Prapara- 
tion der Probe und Lipidextraktion werden zunachst Phosphatidylcholine von anderen Lipiden 

25 getrennt. Dies kann mittels hochauflosender Flussigkeitschromatographie (HPLC) z.B. als 
Normalphasen-HPLC (NP-HPLC) durchgeftihrt werden. Nach entsprechender Trennung und 
Sammlung der Eluate wird eine Reverse-Phase Chromatographic (RP-HPLC) beispielsweise 
mit Acetonitril, Methanol, und Triethylamin als Losungsmittel durchgeftihrt. Als Detektor- 
System eignet sich eine Light-Scattering-Detection. Durch die Untersuchung von Standardlo- 

30 sungen in Kombination mit Phosphorbestimmungen konnen Kalibrationskurven erstellt wer- 
den, so daB eine quantitative Bestimmung von CCTD und insbesondere auch die Bestimmung 
von bestimmten CCTD-Subspezies moglich ist. 
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Die chromatographischen und immunologischen Bestimmungsmethoden haben dabei im Ver- 
gleich mit der NMR-Methode den Vorteil, z.B. eine bestimmte Plasmenylcholin-Subspezies, 
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mit einer definierten Alkenyl-Gruppe in der sn-1 Position und einer bestimmten Acyl-Gruppe 
in der sn-2 Position spezifisch zu bestimmen, bzw. von anderen ahnlichen Molekiilen zu un- 
terscheiden und damit die Organ-Spezifitat des Verfahrens zu erhohen. 

Fiir den Fachmann ist es offensichtlich, daB zu den oben genannten Methoden ahnliche Be- 
stimmungsverfahren fur die erfindungsgemaBe Bestimmung von CCTD-Reaktionsprodukten 
ebenso eingesetzt werden konnen. 

Fiir die erfindungsgemaBe Bestimmung von CCTD-Subspezies eignen sich besonders die 
Molekiile, bei denen die Anzahl falsch positiver Testergebnisse bei der Diagnostik akuter ko- 
ronarer Syndrome gering bleibt. Unter anderen Subspezies sind dabei folgende CCTD- 
Subspezies einschlieBlich ihrer Reaktionsprodukte bedeutsam und konnen einzeln oder in 
beliebiger Kombination fiir die erfindungsgemaBe Durchfuhrung des Verfahrens bestimmt 
werden: 16:0-20:3 Plasmenylcholin, 16:0-18:3 Plasmenylcholin, 17:0-18:2 Plasmenylcholin, 
15:0-18:2 Plasmenylcholin, 17:0-18:1 Plasmenylcholin, 17:0-18:3 Plasmenylcholin, 16:0- 
17:1 Plasmenylcholin, 14:0-18:2 Plasmenylcholin, 15:0-18:1 Plasmenylcholin, 16:0 Ly- 
soplasmenylcholin, 17:0 Lysoplasmenylcholin, 15:0 Lysoplasmenylcholin, 14:0 Lysoplasme- 
nylcholin und die Reaktionsprodukte 16:0(Alk-l-etfyl)-20:3 Glycerol, 16:0(Alk-l-enyl)-18:3 
Glycerol, 17:0(Alk-l-enyl)-18:2 Glycerol, 15:0(Alk-l-enyl)-18:2 Glycerol, 17:0(Alk-l-enyl)- 
18:1 Glycerol, 17:0(Alk-l-enyl)-18:3 Glycerol, 16:0(Alk-l-enyl)-17:l Glycerol, 14:0(Alk-l- 
enyl)-18:2 Glycerol, 15:0(Alk-l-enyl)-18:l Glycerol, 16:0(Alk-l-enyl)-20:3 Glycerolphos- 
phat, 16:0(Alk-l-enyl)-18:3 Glycerolphosphat, 17:0(Alk-l-enyl)-18:2 Glycerolphosphat, 
15:0(Alk-l-enyl)-18:2 Glycerolphosphat, 17:0(Alk-l-enyl)-18:l Glycerolphosphat, 17:0(Alk- 
l-enyl)-18:3 Glycerolphosphat, 16:0(Alk-l-enyl)-17:l Glycerolphosphat, 14:0(Alk-l-enyl)- 
18:2 Glycerolphosphat und 15:0(Alk-l-enyl)-18:l Glycerolphosphat. Weitere CCTD- 
Subspezies und Reaktionsprodukte konnen fiir das erfindungsgemaBe Verfahren ausgewahlt 
werden, sofern mit deren Bestimmung die erfindungsgemaBen Merkmale erftillt werden. 

Bei Durchfuhrung des Verfahrens mit der NMR-Spektroskopie konnen neben der Analyse 
von lsr(CH3)3-Singuletts auch andere Molekulanteile in die Analyse einbezogen werden. 
Desweiteren kann die NMR-Spektroskopie als ein, zwei- oder mehrdimensionale NMR- 
Spektroskopie oder mit anderen NMR-spektroskopischen Untersuchungstechniken u.a. auch 
in Kopplung z.B. an chromatographische Verfahren (beispielsweise als LC-NMR) durchge- 
fuhrt werden. 



16 



WO 00/10014 PCT/EP99/05911 
Die Gemeinsamkeit der verschiedenen moglichen erfindungsgemaBen Bestimmungsmethoden 
und Techniken liegt darin, daB die Spezifitat der Methode fur CCTD hoch ist, so daB die er- 
findungswesentlichen Merkmale der Fruhdiagnostik akuter koronarer Syndrome erfullt sind. 
Fur die selektive Bestimmung kardial freigesetzter CCTD mit einem erfindungsgemaBen Ver- 
5 fahren konnen dabei bestimmte Schritte der Probenvorbereitung wichtig sein. So werden bei- 
spielsweise in der beschriebenen Methodik durch die praanalytische Ultrafiltration nicht- 
erfmdungsgemaBe, Protein-gebundene hepatische Diacyl-Cholinphospholip v ide in der Menge 
reduziert bzw. je nach Filter auch vollstandig eliminiert, wahrend die freie losliche Fraktion 
kardial freigesetzter CCTD einschlieBlich der Plasmalogene im Ultrafiltrat gemessen wird. 
10 Andere methodische Schritte der Reinigung und/oder Extraktion oder biochemischen Modifi- 
kation konnen angewendet werden und zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren. Desweiteren 
kann das erfindungsgemaBe Verfahren so durchgefuhrt werden, daB ,eine, mehrere oder alle 
molekularen Subspezies von kardial freigesetzten CCTD bzw ihren Reaktionsprodukten ana- 
lysiert werden. 

15 

Neben der Bestimmung von CCTD bietet die l H-NMR-Spektroskopie die Moglichkeit, in 
demselben Untersuchungsgang weitere Metabolite, wie Creatin (Singulett bei 3,93 ppm) und 
Dimethylamin (Singulett bei 2,727 ppm), zu bestlmmen, die ebenfalls fur die Infarktdia- 
gnostik von Bedeutung sind. Die Kombination der Auswertung mehrer Metabolite in einem 
20 Untersuchungsgang (z.B. CCTD, Creatin und Dimethylamin) wird hier als Pattern-Recogni- 
tion (Muster-Erkennung) bezeichnet. Gegeniiber der isolierten Konzentrationsbestimmung 
von CCTD verbessert die Auswertung im Pattern-Recognition Modus die diagnostische Aus- 
sagekraft der Methode fur die Erkennung akuter koronarer Syndrome. 

25 Bewertung der MeBergebnisse von CCTD 

Die Bewertung der MeBergebnisse wird unter Beriicksichtigung eines Grenzwertes vorge- 
nommen. Der Grenzwert ist abhangig von der untersuchten Korperflussigkeit und der ge- 
wahlten Bestimmungsmethode und muB durch entsprechende Untersuchungen festgelegt 

30 werden. Liegt der bestimmte MeBwert fur CCTD hoher als der Grenzwert, liegt ein akuter 
Myokardinfarkt vor. Wenn der MeBwert niedriger als der Grenzwert ist, kann ein akuter Myo- 
kardinfarkt nahezu ausgeschlossen werden. Analoges gilt fur die Diagnose der instabilen An- 
gina pectoris, wobei die Grenzwerte durch die Untersuchung einer ausreichenden Anzahl von 
Patienten und in Hinblick auf die diagnostische Fragestellung festgestellt werden mussen. In 

35 der von uns durchgefiihrten Methodik der Konzentrationsbestimmung von CCTD liegt der 
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Grenzwert je nach Auswertungsmodus zwischen 15-40 ^imol/I. Die dargestellten klinischen 
Daten beziehen sich auf eine Auswertung mit einem Grenzwert von 22 |imol/L Dabei muB der 
Grenzwert, wie bereits erwahnt, im einzelnen fur die gewahlte analytische Methodik, den 
Auswertungsmodus und die genaue Fragestellung bestimmt werden und kann z.B. bei der 

5 immunologischen oder chromatographischen Bestimmung von CCTD-Subspezies auch in 
einem anderen MeBbereich, z.B. im nanomolaren oder subnanomolaren Bereich liegen. 
Bei der Durchfuhrung der ^-NMR-Spektroskopie kann zusatzlich zur isoliferten Konzentrati- 
onsbestimmung von CCTD eine Auswertung im Pattem-Recognition-Modus vorgenommen 
werden (z.B. zusatzliche Bestimmung von Creatin und Dimethylamin). Bei der Auswertung 

10 im Pattem-Recognition-Modus wurde die Erhohung von CCTD oder Creatin bei gleichzeitig 
normalen Konzentrationen von Dimethylamin ftir die Diagnose eines AMI herangezogen. 

Befunde bei Patienten 

15 Insgesamt wurden 20 Patienten und Probanden (8 f, 12 m) im Alter von 22-68 Jahren, teil- 
weise periodisch, mit insgesamt 44 Proben untersucht. Weitere Proben wurden mit speziellen 
Fragestellungen untersucht. 10 Patienten hatten einen akuten Myokardinfarkt (4 Vor- 
derwandinfarkte; 6 Hinterwandinfarkte). DiaProbetf wurden in verschiedenen Intervallen 1 h 
- 35 h nach Schmerzbeginn abgenommen. 60 % der Proben wurden in den ersten 6 Stunden 

20 nach Schmerzbeginn abgenommen. Alle Patienten mit AMI wurden koronarangiographiert (9 
Pat. akut und 1 Pat. im Verlauf). Bei 9 Patienten mit AMI wurden eine Reperfiisionstherapie, 
d.h. Thrombolyse, primare perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA), Thrombo- 
lyse mit Rescue-PTCA oder akute aorto-koronare Venen-Bypass-Operation (ACVB-OP) 
durchgefuhrt. Bei einer Patientin zeigte sich in der akut durchgefuhrten Koronarangiographie 

25 ein spontane Rekanalisation im InfarktgefaB und ein Restthrombus mit gutem poststenoti- 
schen FluB, so daB keine Primar-PTCA mehr durchgefuhrt wurde. In der Vergleichsgruppe 
wurde ein Patient mit heftigen akuten Thoraxschmerzen akut koronarangiographiert, wobei 
eine koronare Herzerkrankung ausgeschlossen werden konnte. In der Vergleichsgruppe be- 
standen verschiedene Erkrankungen wie instabile Angina pectoris, stabile Angina pectoris, 

30 Skelettmuskeltrauma, Myopathie, Z.n. Lungenembolie, Pleuritis und Niereninsuffizienz. Bei 
den Patienten mit akutem Myokardinfarkt zeigte sich ein typisches Muster an Komplikationen 
wie Linksherzinsuffizienz und Herzrhythmusstorungen. Ein Patient mit einem Vorderwandin- 
farkt kam in einen reanimationspflichtigen kardiogenen Schock, den er aber nach Thromboly- 
se, Akut-PTCA mit Stent-Implantation und intraaortaler Ballonpumpen- (IABP)-Implantation 

35 Uberlebte. 
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In alien Proben wurden eine Konzentrationsbestimmung von CCTD durchgefiihrt. 

Die Bewertung der MeBergebnisse von CCTD erfolgte unter Beriicksichtigung des ermittelten 
5 Grenzwertes. Wie bereits ausgefuhrt, zeigen MeBwerte oberhalb des Grenzwertes einen aku- 
ten Myokardinfarkt an; bei MeBwerten unterhalb des Grenzwertes liegt dagegen kein akuter 
Myokardinfarkt vor. Die Bestimmung der diagnostischen Wertigkeit wurdfe Proben-bezogen 
durchgefiihrt, d.h. die Bewertung des einzelnen MeBergebnisses wurde unabhangig von friihe- 
ren oder spateren MeBergebnissen des Patienten vorgenommen. Bei 29 der 30 Infarkt-Proben 
10 waren die CCTD iiber den Grenzwert erhoht Umgekehrt waren mit Ausnahme einer Probe 
die CCTD bei alien Patienten ohne Infarkt niedriger als der Grenzwert. Fig. 3 zeigt die Daten 
zur diagnostischen Wertigkeit von CCTD flir die Diagnose eines akuten Myokardinfarktes fur 
den Gesamtzeitraum von 0-35 h. Fig. 3 zeigt, daB CCTD mit 96.6 % die hochste Sensitivitat 
und mit 95.4 % die hochste diagnostische Effizienz im Vergleich zu alien anderen Infarkt- 
15 Markern haben. Die hohe diagnostische Wertigkeit von CCTD ist auch deshalb be- 
merkenswert, weil viele diagnostisch schwierige Patienten untersucht wurden, d.h. Patienten 
mit Mikro-Infarkten (4 von 10 Patienten), Patienten in den ersten Stunden des Infarktes und 
Patienten mit Skelettmuskeltrauma. 

20 CCTD waren in ihrer diagnostischen Wertigkeit insbesondere in der Fruhphase des AMI den 
konventionellen Infarkt-Markern uberlegen. Alle Infarkt-Patienten in der Zeitspanne 0 bis 6 
Stunden nach Schmerzbeginn waren CCTD-positiv, wahrend nur 37.5 % der Patienten- 
Proben eine pathologische CK oder CK-MB hatten (siehe Fig. 4). Myoglobin hatte entspre- 
chend seiner raschen Freisetzungskinetik die zweithochste Sensitivitat mit 62.5 %, ist aber, 

25 wie bekannt, nicht myokardspezifisch. In den ersten 6 h wiesen nur 50 % der Proben der Pati- 
enten mit AMI eine pathologische Troponin I/T-Konzentration auf. 

Die Vorteile von CCTD kommen noch deutlicher zur Darstellung, wenn man lediglich Pati- 
enten-Proben in den Stunden 0-3 nach Schmerzbeginn betrachtet (Fig. 5). Wahrend die kon- 
ventionellen Infarkt-Marker in den ersten drei Stunden nach Schmerzbeginn kaum eine dia- 

30 gnostische Aussagekraft besitzen und eine diagnostische Effizienz zwischen 50% und 71% 
haben sind, erkennen CCTD alle untersuchten Infarkt-Proben in den ersten 3 h nach 
Schmerzbeginn. Weitere Untersuchungsergebnisse der Anmelder bestatigen die rasche Frei- 
setzung von CCTD bei akuten koronaren Syndromen und ihre hohe diagnostische Aussage- 
kraft in der Friihphase nach Beginn der Symptomatik. In der Spatphase des AMI kommt es zu 

35 einer geringen Verminderung der Sensitivitat von CCTD. 
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Fig. 6 zeigt die diagnostische Wertigkeit von CCTD in der Spatphase des AMI. In der Spat- 
phase des AMI lag die Sensitivitat von CCTD bei 91.6 %. Bei einer Probe kam es zu einem 
falsch-negativen Test-Ergebnis. 

Eine Erhohung von CCTD war zu 92.8 % spezifisch ffir einen akuten Myokardinfarkt. Bei 
einer Probe bestand ebenfalls eine Erhohung von CCTD, ohne daB eine akuter Myokard- 
infarkt vorlag. 

Die Auswertung von ! H-NMR-Spektren im Pattern-Recognition-Modus (gleichzeitige Be- 
stimmung von CCTD, ihren Reaktionsprodukten, Creatin und Dimethylamin, sowie von be- 
liebigen geeigneten Kombinationen davon) verbesserte die diagnostische Aussagekraft der 
Methode, so daB bei den bisher durchgeflihrten Untersuchungen alle Myokardinfarkte mit 100 
% Sensitivitat und 100 % Spezifitat zu jedem Zeitpunkt diagnostiziert bzw. ausgeschlossen 
werden konnten. 

Patienten mit instabiler Angina pectoris haben bekanntermaBen eine schlechtere Prognose, 
wenn im Verlauf erhohte Werte kardialer Troponine festgestellt werden (Ohman E.M. 1996, 
N Engl J Med 335: 1333-41). Man nimmt an, daB diese Patienten nicht nur eine Myo- 
kardischamie durchmachen, sondem auch myokardiale Mikronekrosen erleiden, so daB nicht 
auszuschlieBen ist, daB diese Patienten in Zukunft bei neuen Klassifikationen des AMI als 
Mikroinfarkte klassifiziert werden. Die rasche Identifizierung solcher Patienten ist wichtig, da 
sie in der Regel ohne Zeitverzug therapiert werden sollten und gegebenfalls notfallmaBig an- 
giographiert werden mussen. Die Untersuchungen der Anmelder zeigten, daB die Patienten 
mit Angina pectoris und unkompliziertem Verlauf keine erhohten CCTD haben, hingegen alle 
Patienten mit myokardialen Mikronekrosen erhohte CCTD- Werte aufweisen. Nach den bishe- 
rigen Ergebnissen entwickeln alle Patienten mit akuten koronaren Syndromen, die CCTD- 
positiv sind, im Verlauf erhohte Troponin- Werte. Die seriellen Untersuchungen zeigten eben- 
falls, daB bei Patienten mit Mikronekrosen die CCTD um mehrere Stunden fruher positiv wa- 
ren als Troponin I oder Troponin T. Des weiteren ist davon auszugehen, daB das Verfahren 
ebenfalls hilfreich bei der Diagnostik schwerer myokardialer Ischamien, z.B. bei Katheterin- 
terventionen an den Koronarien, oder bei Erkrankungen mit Beteiligimg des Myokards, z.B. 
bei Myokarditiden, ist. Die Ergebnisse der Anmelder belegen, daB das Verfahren sowohl 
beim akuten Myokardinfarkt als auch bei der instabilen Angina pectoris, d.h. allgemein bei 
Verdacht auf ein akutes koronares Syndrom, wertvoll ist. 
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Da freigesetzte CCTD durch verschiedene biochemische Prozesse weiter metabolisiert bzw. 
modifiziert werden, entstehen neben Cholin, Cholin-Derivaten und Trimethylammonium-De- 
rivaten auch vermehrt Reaktionsprodukte von CCTD. Diese Reaktionsprodukte konnen 
B^uchstiicke oder bestimmte Metabolite von CCTD darstellen. Wie z.B. von den CK-Iso- 

5 enzymen bekannt, kann die gleichzeitige Bestimmung solcher Reaktionsprodukte von Infarkt- 
Markern diagnostisch vorteilhaft sein. Die Untersuchungen der Anmelder zeigten bei einem 
Teil der Infarkt-Patienten Hinweise auf die Entstehung solcher Reaktionsprodukte von 
CCTD. Die Entstehung der Reaktionsprodukte geht u.a. auf die gesteigerte Aktivitat be- 
stimmter Phospholipasen zuriick. Neben der Phosholipase A2, die u.a. zur Freisetzung von 

10 dem genannten Lysoplasmenylcholin beitrSgt, sind, wie anfangs erwahnt, weitere wichtige 
Enzyme dieser Gruppe die Phospholipasen C und D. Reaktionsprodukte der Aktivitat dieser 
beiden Phospholipasen in Einwirkung auf die Plasmalogene sind ?.B. l-O-Alk-r-enyl-2- 
substituiertes Glycerol (durch Phospholipase C) bzw. l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Gly- 
cerolphosphat (durch Phospholipase D). Diese Reaktionsprodukte werden gemeinsam mit 

15 Cholin bzw. Phosphorylcholin vermehrt gebildet, wenn bei Myokardischamie die genannten 
Phospholipasen auf Plasmenylcholine einwirken. Das Verfahren ist also auch durch den 
Nachweis der genannten einfachen Reaktionsprodukte von CCTD, gegebenenfalls in Kombi- 
nation mit CCTD-Bestimmungen moglich. 

20 Zeitverlauf der Freisetzung von CCTD beim akuten Myokardinfarkt 

Die Analyse aller verfiigbaren Mefiwerte fur CCTD (mit AusschluB einer nicht-reprasenta- 
tiven Probe) zeigte, dafi CCTD innerhalb von 60 min nach Schmerzbeginn positiv werden und 
offenbar eine biphasische Freisetzungskinetik mit einem fruhen Maximum nach 2-3-h und 
25 einem zweiten Maximum nach 5-6 h haben. Der Vergleich mit anderen Infarkt-Markern 
zeigte, daB die Freisetzungskinetik von CCTD entsprechend dem niedrigen Molekulargewicht 
erheblich schneller ist als die Freisetzung von den bisher bekannten Markern, was die hohe 
diagnostische Wertigkeit in der Friihphase erklart. 

Weitere von den Anmeldern durchgefiihrte Untersuchungen bei uber 100 Patienten mit Brust- 
30 schmerzen konnten die Uberlegenheit des erfindungsgemaBen Verfahrens gegenuber konven- 
tionellen Markem sowie die erfindungsgemaBen Eigenschaften ftir die Fruhdiagnostik von 
akuten koronaren Syndromen bestatigen. 

Das Verfahren zur Erkennung des akuten Myokardinfarktes und schwerer Formen der in- 
stabilen Angina pectoris durch die Bestimmung und Bewertung des Gehaltes von Cholin, 
35 Cholin- und/oder Trimethylammomum-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, die Phos- 
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phorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, und deren einfachen Re- 
aktionsprodukten in Korperfliissigkeiten scheint alien bisher eingefuhrten nicht-invasiven 
Verfahren, einschlieBlich der Bestimmung bekannter biochemischer Marker zur Diagnostik 
akuter koronarer Syndrome, iiberlegen zu sein. Neben dem akuten Myokardinfarkt konnen 
ebenfalls schwere Formen der instabilen Angina pectoris mit myozytaren Nekrosen, welche 
im Verlauf erhohte Troponin-Werte aufweisen, durch das Verfahren fruhzeitiger erkannt wer- 
den. Diese Ergebnisse belegen, daB das Verfahren sowohl beim akuten Myokardinfarkt als 
auch bei der instabilen Angina pectoris, d.h. allgemein bei Verdacht auf ein akutes koronares 
Syndrom, wertvoll ist. Der besondere Wert der Erfindung wird auch dadurch unterstrichen, 
daB es mit dem erfindungsgemaBen in vitro Verfahren erstmals moglich sein wird, Patienten 
mit akuten koronaren Syndromen und akutem Myokardinfarkt fhihzeitig, d.h. in den ersten 
drei Stunden nach Schmerzbeginn, sicher zu diagnostizieren bzw. eine AusschluBdiagnose zu 
stellen. Dies ist durch kein publiziertes in vitro Verfahren mit einer vergleichbaren hohen Si- 
cherheit moglich. Die American Heart Association und das American College of Cardiology 
stellen fest, daB es einen „ eindeutigen Bedarf fur bessere Methoden zur prompten Identifika- 
tion von Patienten mit akutem Myokardinfarkt gibt, die so genau und so friih wie moglich 
anwendbar sein mussen" (ubersetzt aus Ryan, T.J. et al. ACC/AHA Guidelines for the Mana- 
gement of Patients with Acute Myocardial ^Infarction, 1996, J Am Coll Cardiol 28: 1328- 
1428, S. 1340). Eine solche Methode gibt es zur Zeit nicht, und nach den den Anmeldern vor- 
liegenden Daten erfullt das erfindungsgemafie Verfahren genau die geforderten Eigenschaf- 
ten. 

Das Verfahren bezieht sich auf die Diagnostik der klar definierten Krankheitsbilder akuter 
koronarer Syndrome, die die instabile Angina pectoris und den akuten Myokardinfarkt um- 
fassen, der als Q-wave- oder als non-Q-wave Myokardinfarkt verlaufen kann. Unter- 
suchungen zu anderen Krankheitsbildern, wie z.B. dem Hirninfarkt, die hinsichtlich ihrer Pa- 
thomorphologie und Pathobiochemie in vielerlei Hinsicht unterschiedlich sind, erlauben keine 
Analogieschliisse in Bezug auf das erfmdungsgemaBe Verfahren. 

Die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Friihdiagnostik akuter koronarer 
Syndrome ist mit verschiedenen Bestimmungsmethoden bzw. Techniken moglich, zumal 
gleichwertige MeBergebnisse bestimmter Substanzen haufig mit unterschiedlichen MeB- 
methoden zu erheben sind, die im Fall von CCTD vielfaltig in der Literatur beschrieben wor- 
den sind. Das Verfahren umfaBt neben der Auswahl einer geeigneten MeBmethode, die Aus- 
wahl einer geeigneten Korperflussigkeit, die verfahrens- und methodengerechte Proben- 
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vorbereitung, die spezifische Messung des Gehaltes von CCTD und/oder deren Reaktionspro- 
dukten, ausgewShlt aus der Gruppe, die l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerol und l-O- 
Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerolphosphat umfaBt, und die verfahrensgerechte Auswer- 
tung zur Diagnostik von Patienten mit akuten koronaren Syndromen. Da die Freisetzung von 

5 CCTD in verschiedene andere Korperflussigkeiten und Korperbestandteile erfolgt, ist die 
Anwendung des Verfahrens auch bei der Untersuchung anderer Korperbestandteile, z.B. Ge- 
webeproben, moglich. Dabei ist allerdings die diagnostische Wertigkeit im Vergleich zu dem 
beschriebenen Anwendungsbeispiel moglicherweise vermindert. Da im Rahmen der Frei- 
setzung von CCTD auch vermehrt Reaktionsprodukte der CCTD, ausgewahlt aus der Gruppe, 

10 die l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerol und l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerol- 
phosphat umfaBt, anfallen, ist das Verfahren somit auch durch den Nachweis solcher Reakti- 
onsprodukte moglich. Des weiteren ist es moglich, daB das Verfahren so durchgeflihrt wird, 
daB semi-quantitative oder qualitative Aussagen getroffen werden,~d.h. daB z.B. Schnell-Tests 
fur CCTD durch eine Farbreaktion lediglich anzeigen, ob ein Myokardinfarkt vorliegt oder 

15 nicht Das Verfahren kann so durchgefuhrt werden, daB Zustande oder Vorgange beobachtet 
oder hervorgerufen werden, die durch den Gehalt von CCTD oder CCTD-Reaktionsprodukten 
determiniert werden. Neben der Erkennung von akuten koronaren Syndromen bietet das Ver- 
fahren Aussicht auf weitere diagnostische Informationen wie InfarktgroBe, Prognose, Thera- 
piekontrolle und der Vorhersage bestimmter Komplikationen, Risiken und des klinischen 

20 Verlaufs. Der besondere Wert des erfindungsgemaBen Verfahrens wird dadurch hervorgeho- 
ben, daB es die diagnostischen Eigenschaften aufweist, die von internationalen Experten- 
kommissionen, wie der American Heart Association und dem American College of Cardiolo- 
gy fur in vitro Verfahren zur Fruhdiagnostik von akuten koronaren Syndromen seit langem 
gefordert werden. 

25 

Insgesamt soli das Verfahren helfen, die erheblichen Probleme der derzeitigen Fruhdiagnostik 
akuter koronarer Syndrome zu vermindern und die Diagnostik und Therapie der erkrankten 
Patienten zu verbessern. 

30 Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspriichen und der Zeichnung offenbarten 
Merkmale konnen sowohl einzeln als auch in beliebiger Kombination fur die Verwirklichung 
der Erfindung von Bedeutung sein. 
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Patentanspriiche 

1 . In vitro Verfahren zur Erkennung und Diagnostik akuter koronarer Syndrome, insbesonde- 
re des akuten Myokardinfarktes, dadurch gekennzeichnet, daB der Gehalt von Cholin, 
Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, die Phos- 
phorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, in Korperflussigkeiten oder 
Korperbestandteilen bestimmt wird. 

2. In vitro Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Gehalt von Cholin, 
Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, die Phos- 
phorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, unter Beriicksichtigung ei- 

25 nes Grenzwertes bewertet wird. 

3. In vitro Verfahren zur Erkennung und Diagnostik akuter koronarer Syndrome, insbesonde- 
re des akuten Myokardinfarktes, dadurch gekennzeichnet, dafi der Gehalt von Reaktions- 
produkten von Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, ausgewahlt aus 

30 der Gruppe, die Phosphorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, in 
Korperflussigkeiten oder Korperbestandteilen bestimmt wird, wobei die Reaktionsprodukte 
ausgewahlt sind aus der Gruppe, die l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerol und l-O- 
Alk-1 '-enyl-2-substituiertes Glycerolphosphat umfaBt. 

35 4. In vitro Verfahren zur Erkennung und Diagnostik akuter koronarer Syndrome, insbeson- 
dere des akuten Myokardinfarktes, dadurch gekennzeichnet, daB in Korperflussigkeiten 
oder Korperbestandteilen ein Zustand oder Vorgang beobachtet wird, der durch den Gehalt 

von Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, 

24 
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die Phosphorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, und/oder ihren Re- 
aktionsprodukten, ausgewahlt aus der Gruppe, die l-0-Alk-l'-enyl-2-substituiertes Gly- 
cerol und l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerolphosphat umfaBt, bestimmt wird. 

5 5. In vitro Verfahren zur Erkennung und Diagnostik akuter koronarer Syndrome, insbesonde- 
re des akuten Myokardinfarktes, dadurch gekennzeichnet, daB quantitative, semi- 
quantitative oder qualitative Beobachtungen gemacht werden, die durch den Gehalt von 
Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, die 
Phosphorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, und/oder ihren Reakti- 

10 onsprodukten, ausgewahlt aus der Gruppe, die l-0-Alk-l'-enyl-2-substituiertes Glycerol 
und l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerolphosphat umfaBt, in Korperflussigkeiten 
oder Korperbestandteilen bestimmt werden. 

6. In vitro Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
15 daB zur Bestimmung von Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, aus- 
gewahlt aus der Gruppe, die Phosphorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin 
umfaBt, und/oder ihren Reaktionsprodukten, ausgewahlt aus der Gruppe, die 1-O-Alk-T- 
enyl-2-substituiertes Glycerol und l-O-Alk-r-etoyl-2-substituiertes Glycerolphosphat um- 
faBt, Kemspinresonanz(>IMR)-Methoden, biochemische, enzymatische, immunologische, 

20 klinisch-chemische, chromatographische, massenspektrometrische, elektrochemische, 
photometrische Methoden eingesetzt werden. 

7. In vitro Verfahren zur Erkennung und Diagnostik akuter koronarer Syndrome, insbeson- 
dere des akuten Myokardinfarktes, dadurch gekennzeichnet, daB eine NMR-Spektroskopie 

25 von Korperflussigkeiten oder Korperbestandteilen durchgefuhrt wird und die Auswertung 
durch eine „Mustererkennung" (Pattern-Recognition) mehrerer Substanzen, insbesondere 
von Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, 
die Phosphorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, von den Reakti- 
onsprodukten, ausgewahlt aus der Gruppe, die l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerol 

30 und l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerolphosphat umfaBt, und von Creatin und Di- 
methylamin vorgenommen wird. 

8. In vitro Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine Bestimmung von Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, aus- 

35 gewahlt aus der Gruppe, die Phosphorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin 
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umfaBt, und/oder ihren Reaktionsprodukten, ausgewahlt aus der Gruppe, die 1-O-Alk-T- 
enyl-2-substituiertes Glycerol und l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerolphosphat um- 
faBt, vorgenommen wird in einer Korperflussigkeit, die ausgewahlt ist aus einer Gruppe, 
,die Serum, Plasma, Vollblut, aufbereitete Blutproben und Ham umfaBt. 

9. Mittel zur Verwendung bei der Diagnose und/oder Analyse von akuten koronaren Syn- 
dromen, insbesondere des akuten Myokardinfarktes, geeignet fur ein VerYahren gemaB den 
Anspriichen 1-8. 

10. Testkit zur Diagnose und/oder Analyse von akuten koronaren Syndromen, insbesondere 
des akuten Myokardinfarktes, dadurch gekennzeichnet, daB er Mittel zum Aufhehmen ei- 
ner Korperflussigkeit oder eines Korperbestandteils und Mittel zum Nachweisen von Cho- 
lin, Cholin- und/oder Trimethylammonium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, die 
Phosphorylcholin, Plasmalogene und Lysoplasmenylcholin umfaBt, und/oder ihren Reakti- 
onsprodukten, ausgewahlt aus der Gruppe, die l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerol 
und l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerolphosphat umfaBt, in der Korperflussigkeit 
oder dem Korperbestandteil aufweist. 

11. Testkit nach Anspruch 10, dadurch gekemizeichnet daB die Mittel zum Nachweisen an- 
zeigen, wenn ein Grenzwert fur den Gehalt von Cholin, Cholin- und/oder Trimethylammo- 
nium-Derivaten, ausgewahlt aus der Gruppe, die Phosphorylcholin, Plasmalogene und Ly- 
soplasmenylcholin umfaBt, bzw. ihren Reaktionsprodukten, ausgewahlt aus der Gruppe, 
die l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Glycerol und l-O-Alk-r-enyl-2-substituiertes Gly- 
cerolphosphat umfaBt, in der Korperflussigkeit oder dem Korperbestandteil uberschritten 
ist. 
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